胸腔积液可由多种良恶性疾病引起，性质不同，治疗方案及预后均不同。目前，常用于胸腔积液鉴别诊断的有胸水常规、生化、细胞学及癌胚抗原等方法，但其灵敏性、特异性及准确性均较低。胸膜活检和胸腔镜等检查的准确性高，但创伤大、价格高。临床上仍有20%-30%的患者在使用常规方法仍不能明确胸腔积液的性质。近年研究^\[[@b1],\ [@b2]\]^表明，端粒酶和细胞角蛋白19片段（CYFRA 21-1）在恶性胸腔积液中呈阳性表达，可用于恶性胸腔积液的鉴别诊断。

本文采用端粒重复序列扩增-酶联免疫吸附实验法（TRAP-PCR-ELISA）和酶免疫分析法（EIA）分别测定了80例恶性胸腔积液和50例良性胸腔积液患者胸水中端粒酶活性和CYFRA21-1水平，探讨联合检测此两项肿瘤标志物在良恶性胸腔积液中的鉴别诊断价值，报道如下。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 病例选择 {#s1-1}
-------------

选择青岛大学医学院附属医院2007年1月-2008年12月收治的130例胸腔积液患者，其中肺癌伴胸腔积液患者80例，男50例，女30例，年龄49岁-76岁，平均年龄59.5岁。均有确切的病理组织学或细胞学诊断依据，其中鳞癌39例，腺癌21例，小细胞癌15例，大细胞癌5例。良性胸腔积液患者50例，男32例，女18例，年龄47岁-73岁，平均年龄57.5岁，患者均依据临床表现、结核菌素试验、胸水常规生化、细菌培养等检查确诊，其中结核性胸膜炎25例，肺炎18例，支气管扩张5例，肺脓肿2例。

1.2. 端粒酶活性测定 {#s1-2}
-------------------

常规行胸腔穿刺术抽取新鲜胸水100 mL送检，离心（4 ℃, 1 200 r/min, 10 min），弃上清，离心细胞置液氮中保存（-196 ℃）。检测前用预冷的PBS缓冲液（pH 7.4）漂洗细胞2次，分别离心（4 ℃, 1 200 r/min, 10 min），弃上清。加预冷的端粒酶裂解缓冲液，0 ℃孵化30 min，离心（4 ℃, 12 000 r/min, 20 min），吸出上清液，取少许测定蛋白浓度，将细胞提取物稀释至3 μg/μL。采用TRAP-ELISA法，将上述各种标本的沉淀细胞（约10^5^-10^6^）置于1.5 mL离心管，150 μL裂解液抽提端粒酶。端粒酶活性和聚合酶链反应（PCR）扩增反应系统：5×端粒重复扩增反应混合液，10 μL；TaqDNA多聚酶（5 U/μL），0.4 μL；再加2 μL样品提取液；37.6 μL蒸馏水。采用PCR扩增仪，酶反应：30 ℃、30 min。PCR循环扩增：94 ℃、30 s，55 ℃、30 s，35个循环。阴性对照加2 μL裂解液；阳性对照加1 μL端粒酶质控模板溶液。扩增产物经包被好的微量96孔板捕获后，加人辣根过氧化物酶标记的抗二硝基苯抗体（Anti-DNP）孵育1 h后洗涤，四甲基联苯胺（TMB）显色10 min。MK3酶标仪（Dragon Lab System公司）上用双波长法测定各孔波长450 nm吸光度（*A*450）、波长690 nm吸光度（*A*690）的值，*A*690为参考波长，用于消除孔间误差。端粒酶活性为△*A*=*A*450-*A*690。△*A*大于阴性对照孔的2.0倍即判定为端粒酶阳性。敏感性=恶性胸水患者中阳性例数/恶性胸水患者总数；特异性=良性胸水患者中阴性例数/良性胸水患者总数；准确性=（恶性胸水患者中阳性例数+良性胸水患者中阴性例数）/患者总数。

1.3. CYFRA21-1测定 {#s1-3}
------------------

取胸腔积液5 mL采用酶免疫分析法（EIA）测定CYFRA21-1。试剂盒由德国Boehringer Mannheim公司提供。阳性判断标准为CYFRA21-1 \> 10 ng/mL，严格按试剂盒说明书要求操作。

1.4. 统计学处理 {#s1-4}
---------------

采用SPSS 12.0统计软件进行统计学分析，计算敏感性、特异性和准确性，进行综合评价。计量资料以Mean±SD表示，样本均数采用*t*检验，计数资料采用*χ*^2^检验，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 良恶性胸腔积液端粒酶活性和CYFRA21-1水平检测结果 {#s2-1}
----------------------------------------------------

在80例肺癌致恶性胸腔积液中，有35例发现了恶性肿瘤细胞，端粒酶活性为0.395±0.157，其余45例未找到恶性肿瘤细胞，端粒酶活性为0.347±0.108。良恶性胸腔积液端粒酶活性和CYFRA21-1水平检测结果见[表 1](#Table1){ref-type="table"}，恶性胸腔积液组端粒酶活性和CYFRA21-1水平均明显高于良性胸腔积液组，差异有统计学意义（*P* \< 0.001）。

###### 

良恶性胸腔积液端粒酶活性和CYFRA21-1水平的表达（Mean±SD）

The expression of telomerase activity and CYFRA21-1 level in benign and malignant pleural effusion (Mean±SD)

  Tumor marker           Benign pleural effusion (*n*=50)   malignant pleural effusion (*n*=80)   *t*      *P*
  ---------------------- ---------------------------------- ------------------------------------- -------- -------
  Telomerase (A value)   0.075±0.009                        0.376±0.123                           17.252   0.001
  CYFRA21-1 (nq/mL)      2.090±1.420                        18.930±8.450                          13.951   0.001

2.2. 端粒酶和CYFRA21-1单项及联合检测对恶性胸腔积液的诊断价值 {#s2-2}
------------------------------------------------------------

由[表 2](#Table2){ref-type="table"}可见，两项肿瘤标记物联合检测若以一项阳性作为恶性胸腔积液的诊断标准，则联合检测敏感性为90.0%，明显高于端粒酶和CYFRA21-1单项检测的敏感性71.3%和60.0%（*χ*^2^=9.002和*χ*^2^=19.201，*P* \< 0.01和*P* \< 0.001），特异性虽下降为76%，但准确性升高为86.9%，准确性差异亦有统计学意义（*χ*^2^=4.389和*χ*^2^=14.647，*P* \< 0.05和*P* \< 0.001）。

###### 

端粒酶和CYFRA21-1检测对恶性胸腔积液的诊断价值

The diagnotic value of telomerase and CYFRA21-1 in malignant pleural effusion

  Diagnotic value   Specificity (%)   Overall accuracy (%)   *χ*^2^   P          Sensitivity (%)   *χ*^2^   P
  ----------------- ----------------- ---------------------- -------- ---------- ----------------- -------- ----------
  Telomerase 1      86.0 (43/50)      76.9(100/130)^\#^      4.389    \< 0.05    71.3(57/80)^\*^   9.002    \< 0.01
  CYFRA21-12        78.0 (39/50)      66.9 (87/130)^Δ^       14.647   \< 0.001   60.0 (48/80)^Δ^   19.201   \< 0.001
  Combinations      82.0 (41/50)      86.9(113/130)                              90.0 (72/80)               

3. 讨论 {#s3}
=======

端粒是真核生物染色体末端包含着独特重复片段的特殊结构，它能催化染色体末端的特殊结构端粒复制，它存在于人的生殖细胞、永生化细胞系、肿瘤细胞和增殖组织。恶性肿瘤细胞的一个重要生物学特征是永生化，这与端粒酶激活有关。且端粒酶活性的表达与肿瘤的发生、发展都有相关性^\[[@b3],\ [@b4]\]^。研究^\[[@b5]\]^表明，大多数肿瘤组织细胞均有较高水平的端粒酶表达，而在正常组织和体细胞为阴性，因此可作为癌症筛选的标记物。肿瘤的胸膜转移和胸膜原发肿瘤等引起的胸腔积液与炎性胸腔积液，其端粒酶活性的差异可用于鉴别良恶性胸腔积液。文献^\[[@b6]\]^报道肺癌组织中端粒酶阳性率达80%，恶性胸液中端粒酶阳性率约为47.5%-91.4%。

CYFRA21-l是细胞角蛋白19片段，由多种上皮细胞表达，是一种分子量为40 ku-68 ku的细胞结构蛋白，主要分布于肺组织尤其是肺肿瘤上皮细胞浆中，可在激活的蛋白酶作用下被降解或在细胞死亡后以溶解片段形式释放入血清中^\[[@b7]\]^。研究^\[[@b8]\]^表明：恶性胸腔积液患者血和胸水中CYFRA21-1水平均明显增高，且以胸水中升高明显，其对恶性胸腔积液诊断敏感性约50%-77%，特异性约60%-79%。

本研究选择80例恶性胸腔积液患者和50例良性胸腔积液患者，分别检测其胸水中端粒酶活性和CYFRA21-1水平，结果发现恶性胸腔积液患者端粒酶活性明显高于良性胸腔积液患者，CYFRA21-1水平亦明显高于良性胸腔积液患者，与相关文献报道一致^\[[@b9],\ [@b10]\]^。故端粒酶和CYFRA21-1均可作为良恶性胸腔积液鉴别诊断的辅助手段。

由于肿瘤细胞具有异质性，迄今为止尚未发现对各型癌症均具有高度特异性和敏感性的标志。众多研究者已达成共识，通过采用联合检测可提高诊断效能，弥补单项标志对不同组织类型肿瘤敏感性不同的缺点。本实验结果也显示，端粒酶和CYFRA21-1两项肿瘤标志联合测定若以一项阳性作为恶性胸腔积液的诊断标准，则敏感性为90.0%（72/80），特异性为76.0%（38/50），准确性为86.9%（113/130）；若以两项均阳性作为诊断标准，敏感性下降至56.3%（45/80），特异性可达94.0%（47/50），准确性下降至70.8%（92/130）。因此，临床如有一项阳性，要考虑恶性胸腔积液的诊断，并作进一步检查；如两项同时阳性则诊断为恶性胸腔积液的特异性高。上述结果表明联合测定胸腔积液中端粒酶和CYFRA21-1水平，可提高恶性胸腔积液的诊断率，尤其对良性和恶性胸腔积液的鉴别诊断具有重要的意义。
